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Slika 1: Napoved rasti trga monoklonskih protiteles (prirejeno po Grilo in Mantalaris, 
2019)  
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Slika 2: Prikaz rastlin, ki se najpogosteje uporabijo za proizvajanje protiteles (De 
Muynck in sod., 2010) 
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CaroRx prvo proizvedeno monoklonsko protitelo, ki se trži kot medicinski pripomoček 
za preprečevanje zobnega kariesa  
cDNA  komplementarna DNA (angl. complementary DNA) 
CHO  celice jajčnikov kitajskega hrčka (angl. chinese hamster ovary) 
COVID-19 okrajšava bolezni koronavirus 2019 (angl. Coronavirus disease 2019) 
DARPA Agencija za napredne raziskovalne projekte na področju obrambe (angl. 
Defense advanced research projects agency) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
ELISA  encimska imunoadsorpcijska preiskava (angl. enzyme-linked immunosorbent 
assay) 
EMA  Evropska agencija za zdravila (angl. European medicines agency) 
EMEA  Evropska agencija za zdravila (angl. European medicines evaluation agency) 
Fc  konstantna regija protiteles (angl. crystallizable fragment) 
FDA  Uprava za hrano in zdravila v ZDA (angl. Food and drug administration) 
GMO  genetsko spremenjeni organizem (angl. genetically modified organism) 
GMP  dobra proizvodna praksa (angl. good manufacturing practice) 
HIV  virus humane imunske pomanjkljivosti (angl. human immunodeficiency virus) 
HIV-1  HIV tipa 1, najpogostejši 
IgG1  imunoglobulin G (podtip IgG1) 
m2G4  protitelo v potencialnem zdravilu ZMab  
m4G7  protitelo v potencialnem zdravilu ZMab 
MagnICON  tehnologija prehodne ekspresije rekombinantnih proteinov, ki jo je razvilo 
podjetje Icon Genetics 
Novak A. Uporaba rastlin za proizvodnjo biofarmacevtskih protiteles. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
VIII 
 
MB-003 potencialno zdravilo proti virusu ebole (mešanica treh humaniziranih 
monoklonskih protiteles proti virusu ebole) 
N-glikozilacija dodajanje glikanov na N atome asparaginskih ostankov na proteinih 
OPRX-106 protitelo za zdravljenje ulceroznega kolitisa  
PCP  skupki rastlinskih celic (angl. plant cell packs) 
SARS-CoV-2 akutni respiratorni sindrom koronavirus 2 (angl. severe acute respiratory 
syndrome coronavirus 2) 
T-DNA angl. transfer DNA 
Ti plazmid tumor inducirajoči plazmid (angl. tumor inducing plazmid) 
TMV  virus tobačnega mozaika (angl. tobacco mosaic virus)  
TNF alfa celični signalni protein, vpleten pri sistemskem vnetju (angl. tumor necrosis 
factor alpha) 
VRCO1 široko nevtralizirajoče protitelo proti HIV-1 
ZDA  Združene države Amerike  
ZMab  potencialno zdravilo proti virusu ebole 
ZMapp  eksperimentalno zdravilo za zdravljenje virusa ebole (mešanica treh 




Novak A. Uporaba rastlin za proizvodnjo biofarmacevtskih protiteles. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
1 
 
1  UVOD 
Monoklonska protitelesa, tako za terapevtske kot diagnostične namene, spadajo med enega 
najpomembnejših biofarmacevtskih izdelkov. Zaradi visoke specifičnosti vezave na želeno 
tarčo predstavljajo izjemno koristno orodje tako v medicini kot tudi na drugih področjih 
biologije in biokemije (Donini in Marusic, 2019). A specifična vezava protiteles ni edini 
dejavnik, da se je to področje v zadnjih 20 letih tako hitro razvilo. Poleg tega so robustni 
proizvodni postopki omogočili hiter vstop le-teh v klinične študije, zmožnost hitrega 
povečevanja obsega proizvodnje pa je omogočila obsežno komercialno ponudbo (Kelley, 
2009). Njihovo povpraševanje tako že sedaj doseže nekaj ton proizvedenih protiteles na leto 
in povpraševanje se le še povečuje. 
Tradicionalen način pridobivanja protiteles temelji na proizvodnji v bioreaktorjih, 
najpogosteje s celicami CHO, kar zahteva tako velike začetne naložbe kot visoke proizvodne 
stroške. Zaradi trenutnega in v prihodnje vedno večjega povpraševanja je treba preiti na 
alternativne proizvodne platforme, ki bodo zmožne vsaj dopolniti že sedaj preobremenjene 
proizvodne obrate s sesalskimi celicami. Eden od možnih alternativnih načinov za veliko 
proizvodnjo biofarmacevtskih protiteles je uporaba rastlin. Ta tehnologija je že dokazala 
nekatere svoje prednosti v smislu varnosti, hitrosti, možnosti hitrega povečanja obsega, nižjih 
stroškov proizvodnje, visokih donosov, nadaljnje raziskave na področju glikoinženirstva pa 
posledično omogočajo celo izboljšanje biofarmacevtskih protiteles v smislu boljše stabilnosti 
in aktivnosti (Donini in Marusic, 2019). 
2 PREGLED TRGA  
Globalno povpraševanje po biofarmacevtskih izdelkih vodijo monoklonska protitelesa, ki so 
že leta 2018 zasedala 33,2 % celotnega trga (Research and Markets, 2019). 
Leta 2008 je bil globalni prihodek od prodaje monoklonskih protiteles 39 milijard dolarjev, 
leta 2013 pa se je prihodek povečal že na skoraj 75 milijard dolarjev, kar je bilo približno 
polovico prihodkov vseh biofarmacevtskih izdelkov tistega leta. Torej je v petih letih prišlo 
do 90-odstotnega povečanja prodaje. Medtem ko se je, za primerjavo, prodaja ostalih 
rekombinantnih proteinov povečala le za 26 % v istem časovnem obdobju (Ecker in sod., 
2015). 
Od 11. junija 2020 je FDA odobrila pet novih terapevtskih monoklonskih protiteles, kar 
pomeni, da jih je na trgu trenutno 86, v kontrolnem pregledu pa jih je še 16 (Reichert, 2020). 
Od leta 2013 globalni trg monoklonskih protiteles raste med 7,2 in 18,3 % vsako leto. 
Trenutna prodaja že presega 100 milijard dolarjev, medtem ko za leto 2022 napovedujejo, da 
bo ta dosegla 137–200 milijard dolarjev (Grilo in Mantalaris, 2019). 
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Slika 1: Napoved rasti trga monoklonskih protiteles (prirejeno po Grilo in Mantalaris, 2019)  
Hitra rast trga terapevtskih protiteles, visoko povpraševanje, želja po znižanju stroškov, 
uporaba protiteles za bolj razširjene bolezni, staranje svetovnega prebivalstva, porast 
razširjenosti kroničnih bolezni (kot so rak, HIV in sladkorna bolezen), višji življenjski 
standard, boljše sprejemanje biofarmacevtskih izdelkov, preobremenjenost tradicionalnih 
načinov proizvodnje in še mnogi drugi dejavniki so povodi za povečano zanimanje v razvoj 
novih alternativnih ekspresijskih sistemov, ki dosegajo visoke donose in omogočajo pravilne 
vzorce glikozilacije (Research and Markets, 2019). 
3 ZAČETEK IN OMEJITVE  
Ideja o rastlinski platformi za proizvajanje rekombinantnih proteinov se je začela že leta 1989, 
ko je bil v reviji Nature objavljen članek, ki je opisoval prvo uspešno ekspresijo 
funkcionalnega monoklonskega protitelesa v tobaku (Nicotiana tabacum) (Hiatt in sod., 
1989). Ta študija je potrdila koncept, da se stabilno transformirane rastline lahko uporabi kot 
ekspresijske sisteme. Temu so nato sledile številne pionirske študije, s katerimi so poskušali 
ugotoviti, katera vrsta rastlin in platforma bi se izkazala za najbolj učinkovitega gostitelja 
(Fischer in Buyel, 2020). 
Toda kljub velikemu začetnemu navdušenju v devetdesetih letih o novem ekspresijskem 
sistemu, ki bo združeval nizke stroške gojenja rastlin, hitro razširljivost proizvodnje in 
varnost, je v začetku leta 2000 prišla realnost in z njo številne omejitve te tehnologije, ki so 
predstavljale veliko razočaranje. 
Razlogov, zakaj je industrija opustila idejo o rastlinskih sistemih in se vrnila na sesalske in 
mikrobne linije, ki kljub številnim omejitvam že desetletja opravljajo svojo nalogo, je več. 
Seveda je bil eden izmed glavnih dejavnikov naložba, ki bi bila potrebna, a ključni razlog za 
pomanjkanje interesa so bile kar tehnične omejitve rastlin. S tem je mišljeno, da donosi niso 
bili niti približno taki kot v linijah sesalskih celic. Dolga časovna obdobja, ki so potrebna za 
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vzpostavitev stabilnih linij, nezaželeni glikozilacijski vzorci, pomisleki glede širjenja 
transgenega materiala v okolje in pomanjkanje prilagojenih predpisov glede uporabe 
rastlinskih sistemov pa so še nadalje zaustavili razvoj rastlinske platforme (Spök in sod., 
2008). 
A z razvojem visoko donosnih prehodnih sistemov, osnovanih na dekonstruiranih virusnih 
vektorjih, kot na primer magnICON, ter številne raziskave, ki so odpravile mnoge tehnične 
omejitve, kot so izzivi z nizkimi donosi in potencialni vplivi rastlinsko specifičnih glikanov, 
je ponovno prišlo do navdušenja nad tem alternativnim ekspresijskim sistemom (Zhang in 
sod., 2014).  
4 RAZVOJ BOLJŠIH METOD  
Težave rastlinskih ekspresijskih sistemov so v večini zavzemale izzive, kot so prenizki donosi 
in težave s čiščenjem. Rastline na splošno dosegajo manjše donose kot mikrobne in sesalske 
celice. To lahko delno pripišemo večji velikosti rastlinske celice (posledično je manj celic na 
enoto biomase v primerjavi z mikrobnimi ali sesalskimi sistemi), delno pa tudi zato, ker so 
rastline relativno novi udeleženci v biofarmacevtski industriji in še ni bilo dovolj časa za 
optimizacijo postopkov (Fischer in Buyel, 2020). 
Ker je bilo ugotovljeno, da največje ekonomsko breme predstavljajo koraki čiščenja, saj lahko 
ti dosegajo več kot 80 % vseh stroškov, je bilo veliko pozornosti namenjeno izboljšanju 
postopkov. Sedaj so stroški zaključnih postopkov rastlinskih sistemov primerljivi z 
bakterijskimi in sesalskimi linijami (Fischer in Buyel, 2020). 
4.1  METODA PCP  
Poleg splošnih izboljšav (kot so višji donosi, enostavnejše čiščenje) so se razvile tudi 
določene metode, ki se močno osredotočajo na edinstvene prednosti rastlinskih sistemov 
(Fischer in Buyel, 2020). 
Ena izmed teh je razvoj PCP (angl. plant cell packs). Ključna prednost sesalskih in mikrobnih 
celičnih sistemov je tudi ta, da se testi, ki so izvedeni v manjšem obsegu, na splošno dobro 
prenesejo na industrijsko raven. Pri rastlinah pa tega ni bilo, saj ni neposredne povezave med 
testi v majhnem obsegu v celični ali tkivni kulturi in tem, kar se dogaja v celih rastlinah v 
rastlinjaku ali na polju. Številnih parametrov se preprosto ne da upoštevati v celičnih oziroma 
tkivnih kulturah, kot so daljše rastno obdobje, različne okoljske razmere, fotoperiodna 
odvisnost itd. (Rademacher in sod., 2019). 
Metoda PCP temelji na rastlinski celični kulturi, ki je izpostavljena podtlaku, da se odstrani 
ves tekoči medij. Tako dobimo skupke rastlinskih celic, ki se jih prenese na sterilno podlago 
in infiltrira s suspenzijo rekombinantnih bakterij Agrobacterium tumefaciens, ki vsebujejo 
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željen ekspresijski vektor za prehodno ekspresijo. Rezultati študije nakazujejo, da 
ekspresijska raven iz celičnih skupkov omogoča razmeroma natančno napovedovanje 
relativne stopnje izražanja konstrukta v celih rastlinah, zaradi česar ima metoda PCP 
pomembno vlogo pri hitrem preizkušanju velikega števila različnih ekspresijskih konstruktov 
in določitvi optimalnih pogojev gojenja, ki so prenosljivi na gojenje v celih rastlinah 
(Rademacher in sod., 2019). 
Ta pristop je združljiv z različnimi rastlinskimi vrstami, kot so Nicotiana tabacum, Nicotiana 
benthamiana ali Daucus carota, in je 10-krat bolj učinkovit od prehodnega izražanja v tekoči 
celični kulturi. Raziskave nakazujejo, da lastnosti PCP, kot je višja gostota celic, posnemajo 
številne razmere v listnih tkivih in posledično je večja verjetnost, da se bakterija 
A. tumefaciens pritrdi na celico in prenese T-DNA vanjo (Rademacher in sod., 2019). 
4.2  RASTLINSKI GLIKANI  
Rastline se pogosto izpostavlja kot dober alternativni evkariontski sistem, saj so sposobne 
ustreznih posttranslacijskih modifikacij za optimalno biološko aktivnost in stabilnost 
protiteles. 
N-glikozilacija proteinov tako pri ljudeh kot pri rastlinah vključuje prehod nastajajočega 
proteina skozi endoplazemski retikulum, kjer se dodajo in modificirajo glikani. Kasneje delno 
glikozilirani proteini vstopijo v Golgijev aparat, kjer pa se postopek med vrstami razlikuje. Pri 
rastlinah se na glikoproteine dodajajo tudi β-1,2-ksilozni in α-1,3-fukozni ostanki, ki v 
sesalcih niso prisotni, se pa v sesalskih celicah na proteine dodaja β-1,4-galaktoza in sialna 
kislina. Zaradi teh rastlinsko specifičnih glikanov obstajajo pomisleki glede njihovega vpliva 
na farmakokinetiko in na možnost, da bi pri ljudeh sprožili imunogeno reakcijo (Gomord in 
sod., 2010). Čeprav je potencialna imunogenost določenih rastlinskih ostankov še vedno 
kontroverzna tema, do sedaj v kliničnih študijah še ni bilo dokazano, da bi imeli kakršnekoli 
škodljive učinke na ljudi (Tuse´ in sod., 2015). Ravno obratno, raziskave so nakazale, da 
lahko prisotnost rastlinskih glikanov na proteinih celo izboljša biološko aktivnost (Fischer in 
sod., 2018). 
Da pa bi se izognili možnim regulatornim omejitvah glede varnosti, so se raziskovalci na 
področju glikoinženirstva odločili optimizirati N-glikozilacijski profil rastlin na način, da se 
rastlinski glikani ne vežejo oziroma v nekaterih primerih se na proteine dodajajo humani 
glikani. Za preprečevanje dodajanja rastlinskih glikanov sta se razvila dva glavna pristopa. En 
vključuje spreminjanje tarčnega proteina, da se onemogoči prehod skozi Golgijev aparat – to 
se običajno doseže z dodajanjem sekvence, ki zagotavlja, da se protein akumulira v 
endoplazmatskem retikulumu. Druga strategija pa temelji na inaktivaciji endogenih rastlinsko 
specifičnih glikoziltransferaz. V kolikor v rastlinah izrazimo glikoziltransferaze humanega 
tipa, pa lahko dosežemo, da se na tarčni protein dodajajo humani glikani (Fischer in sod., 
2018). 
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4.3  REGULATIVNI PREDPISI 
Tradicionalna biofarmacevtska industrija temelji na majhnem številu platform (Escherichia 
coli, celice kvasovk in sesalcev), kar omogoča lažjo vzpostavitev regulative. Skoraj vse 
platforme temeljijo na istih načelih: kultivacija genetsko definiranih celičnih linij pod točno 
določenimi fizikalno-kemijskimi parametri in nato definiran postopek ekstrakcije in čiščenja 
(Fischer in Buyel, 2020). 
Vendar vzpostavljena regulativa vsekakor ni bila prilagojena za uporabo rastlin kot 
producentov farmacevtikov. Če v ozadju ni dobro vpeljane regulative, potem je težko 
vzpostaviti proizvodnjo na industrijski ravni, vendar brez industrijskega zanimanja za 
tehnologijo ni smisla razvijati regulativo. Posledica tega zapletenega položaja je bil projekt 
Pharma-Planta, ki je bil izveden leta 2004, katerega namen je bil celoten razvoj 
biofarmacevtskega produkta – od začetnih kandidatov do kliničnih preizkušanj – in med 
izvajanjem nasloviti ključne tehnične in regulativne težave v povezavi s pridelavo protiteles v 
rastlinah, v skladu z GMP. V tem projektu so v stabilno transformiranem tobaku proizvajali 
široko nevtralizirajoča protitelesa 2G12 proti virusu HIV in kasneje uspešno izvedli klinično 
preizkušanje, kar je bila izjemna prelomnica za dokazovanje koncepta učinkovitega 
proizvajanja protiteles z rastlinskimi sistemi (Fischer in Buyel, 2020; Ma in sod., 2015). 
Trenutno še vedno ostajajo številne regulativne razlike glede predpisov glede produkcije 
rekombinantnih proteinov v celih rastlinah. Namreč prvotna priporočila FDA so bila že od 
začetka prilagodljiva in so vključevala tudi stabilno in prehodno transformirane cele rastline 
kot ekspresijske sisteme (FDA/USDA, 2002), a za razliko od FDA so bile originalne smernice 
EMA zelo omejujoče in celo po posodobitvi še vedno izključujejo prehodne ekspresijske 
sisteme (EMEA, 2008). 
Treba pa se je zavedati, da utrditev biofarmacevtske industrije na majhnem številu platform ni 
posledica le preprostejše vzpostavljene regulative, ampak tudi koncentriranja virov, tako 
infrastrukturnih kot intelektualnih. Biofarmacevtska industrija je namreč od leta 1970 naprej v 
večini vlagala v isto tehnologijo, saj je ta dobro služila svojemu namenu. Inovacije, ki torej 
izboljšujejo trenutno tradicionalno tehnologijo, so bile dobrodošle in dobro podprte, toda nove 
tehnologije, ki niso povsem vključene v regulativo, pa na žalost predstavljajo prej neko 
motnjo kot pa želeno novost (Fischer in Buyel, 2020). 
5 CELE RASTLINE KOT EKSPRESIJSKI SISTEMI  
Rastlinski ekspresijski sistem predstavlja alternativno stroškovno učinkovit sistem, ki 
združuje številne želene lastnosti (Tremblay in sod., 2010): 
- večja varnost (rastline ne podpirajo rasti sesalskih patogenov, kar ima za posledico 
manjše tveganje za kontaminacijo), 
- enostavnejše gojenje (sterilno okolje ni potrebno), 
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- relativno nižji stroški gojenja, 
- transgene rastline bi potencialno lahko gojili na kmetijskih zemljiščih, v obsegu več 
tisoč hektarjev, 
- možno je gojenje v nadzorovanih pogojih (rastlinjaki, vertikalni nasadi), 
- tehnologija in infrastruktura za proizvodnjo in obdelavo rastlinske biomase sta že 
vzpostavljeni, 
- hitra rast in visoki donosi, 
- raznovrstnost rastlin, 
- z uporabo prehodnega sistema je možna hitra proizvodnja na industrijski ravni, ki je 
ključnega pomena pri odzivu na epidemije ali pandemije, 
- rastline so sposobne ustreznih posttranslacijskih modifikacij in tvorbe disulfidnih vezi, 
- napredki na področju glikoinženirstva omogočajo proizvajanje izboljšanih 
biofarmacevtskih protiteles (boljša stabilnost in aktivnost). 
Za proizvodnjo protiteles v celih rastlinah sta se vzpostavili dve platformi: prehodni 
ekspresijski sistem, ki temelji na hitrosti in hitro razširljivi proizvodnji, ter transgene rastline, 
ki so osnovane na dolgoročni proizvodnji. Katero vrsto rastline se uporabi za ekspresijo, pa je 
v večini odvisno le od tega, kako so različna podjetja razvijala svoje platforme. A opazno je, 
da se po pionirskih poskusih na različnih vrstah sedaj odločajo večinoma za iste vrste, kar 
omogoča tudi koncentracijo intelektualnih virov in nadaljnje inovacije. 
6 TRANSGENE RASTLINE  
6.1  STABILNA TRANSFORMACIJA  
Za ekspresijo rekombinantnih proteinov se lahko uporabljajo transgene rastline, ki so bile 
pridobljene s stabilno transformacijo jedrnega ali kloroplastnega genoma. Želene gene je 
možno vnesti v rastlino indirektno s pomočjo gram negativne bakterije Agrobacterium 
tumefaciens ali direktno z biolističnim pristopom oziroma obdelavo protoplastov s polietilen 
glikolom, kar pa zahteva tako čas kot spretnost, zato se skoraj večino časa uporablja 
A. tumefaciens, ki okužuje rastline tudi v naravi (Cardi in sod., 2010). 
6.1.1  Transformacija jedra na osnovi Agrobacterium tumefaciens  
Agrobacterium tumefaciens je rastlinski patogen, ki prenese del svojega Ti (tumor inducing) 
plazmida, T-DNA, v rastlinsko celico. Gene, zapisane na T-DNA, ki inducirajo tumorje, 
lahko zamenjamo z našimi želenimi geni in tako spremenjene Ti plazmide lahko uporabimo 
kot vektorje za dostavo ustreznih genov. Študije so pokazale, da imajo metode, ki temeljijo na 
dostavi genov s pomočjo A. tumefaciens, v primerjavi z biolistično metodo bistveno boljšo 
učinkovitost transformacije, višje izražanje genov in uspešnejše dedovanje (Rivera in sod., 
2012). Te razlike bi lahko predpisali ko-evoluciji A. tumefaciens in njenega gostitelja – 
rastlin, ki je bila usmerjena v natančnejšo in selektivnejšo vstavitev svojega transgenega 
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materiala v rastlinski genom, kar posledično vodi v stabilnejšo integracijo in dedovanje. Poleg 
tega pri uporabi biolistične metode nastanejo velike poškodbe tkiva, kar zmanjša količino 
biomase, ki bi lahko proizvajala proteine. Zato se za proizvodnjo biofarmacevtskih učinkovin 
prednostno uporablja transformacija na osnovi agrobakterij (Klee in sod., 1987). 
6.1.2  Transformacija plastidov 
Pri transformaciji plastidov gre za stabilen vnos DNA v genom plastida, kar pomeni, da gre za 
podvrsto transgenih rastlin. Vendar je glavna razlika v tem, da je lahko v tipični fotosintetski 
celici kar do 20.000 plastidov, kar posledično pomeni veliko število kopij funkcionalnih 
transgenov. Obenem ne pride do utišanja genov in rekombinantni proteini se akumulirajo 
znotraj kloroplasta (s čimer se zmanjša toksičnost za gostiteljsko celico). Kloroplasti se v 
večini rastlinskih vrst dedujejo materialno, zato je možno zagotoviti, da se transgeni material 
ne razširi v druge vrste prek cvetnega prahu (Svab in Maliga, 2007). Torej visoko število 
kopij in odsotnost utišanja genov privedeta do izjemne stopnje izražanja – tudi več kot 70 % 
vseh skupnih topnih proteinov v plastidu (Oey in sod., 2009). 
Zavedati pa se moramo, da plastidi evolucijsko izvirajo iz bakterij in posledično ne tvorijo niti 
disulfidnih vezi niti glikanov, zaradi česar je ta metoda neustrezna za proizvodnjo 
kompleksnejših ali glikoziliranih rekombinantnih proteinov. Poleg tega je bila zanesljiva 
stabilna transformacija plastidov dosežena le v nekaterih rastlinah, v večini v tobaku in solati 
(Waheed in sod., 2015). 
6.2  UPORABA TRANSGENIH RASTLIN V INDUSTRIJI 
Uporaba transgenih rastlin v industriji je še posebej primerna v primeru proizvodnje 
biofarmacevtskih izdelkov, po katerih obstaja stalno in veliko povpraševanje. Ta ekspresijski 
sistem nam namreč omogoča donose od 100 do 1000 kg očiščenih proteinov na leto (Fischer 
in Buyel, 2020). 
Tukaj se je proizvodnja ustalila na dveh glavnih platformah (Fischer in Buyel, 2020):  
- uporaba listnatih rastlin (predvsem Nicotiana tabacum in Nicotiana benthamiana, 
zaradi visoke dovzetnosti za transfekcijo z A. tumefaciens in rastlinskimi virusi ter 
zaradi visokih donosov listne biomase), 
- uporaba žit (predvsem koruza, ječmen, riž, ker nam semena predstavljajo samostojne 
bioreaktorje, ki zaščitijo izdelek). 
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Slika 2: Prikaz rastlin, ki se najpogosteje uporabijo za proizvajanje protiteles (De Muynck in sod., 2010) 
Kljub temu da imajo prehodni sistemi številne prednosti, kot so veliki donosi in hiter razvoj, 
imajo transgene rastline pomembne dolgoročne prednosti, zaradi katerih se jim še vedno 
posveča pozornost. Kot glavne prednosti, ki se še posebej izrazijo pri proizvodnji v večjem 
obsegu, se lahko izpostavi boljšo stroškovno učinkovitost (ni potrebna visoko izobražena 
delovna sila in posebej specializirana oprema za delo z rastlinami) in razvoj semenske linije 
(ki potencialno omogoča zelo hitro povečanje proizvodnje) (Rybicki, 2010). 
Toda prednosti transgenih rastlin so za ekspresijo farmacevtskih proteinov nekoliko 
zapostavljene, saj je verjetnost, da se bi takšni pridelki zaradi biološke varnosti lahko gojili na 
prostem, zelo majhna (Fischer in Buyel, 2020). Gojenje v nadzorovanem okolju – rastlinjaku 
– pa močno zmanjša stroškovno učinkovitost in potencial za hitro povečanje obsega 
proizvodnje v primerjavi z gojenjem rastlin na prostem. Poleg tega se lahko kot slabosti tega 
sistema izpostavi še dolgo časovno obdobje za vzpostavitev transgenih rastlin, ki skoraj ne 
more tekmovati s časovnimi okviri v biotehnološki industriji. Zato ta način transformacije ni 
primeren za področja, kjer je ključni dejavnik hitrost, temveč za panoge, ki želijo velike 
količine produkta za nizko ceno (Rybicki, 2010). 
6.3  PRIMER: PHARMA-PLANTA 2004 
Projekt Pharma-Planta je bil zasnovan predvsem z namenom dokazovanja koncepta, da se 
lahko v celih rastlinah proizvaja učinkovita protitelesa, namenjena za klinično uporabo, v 
skladu z GMP (Ma in sod., 2015). 
Cilji projekta so bili (Ma in sod., 2015): 
- opredeliti ključne regulativne težave v povezavi s pridelavo protiteles v rastlinah, v 
skladu z GMP, 
- razviti stabilno transgeno linijo, ki proizvaja protitelo 2G12, 
- razviti postopke za gojenje rastlin in zaključno čiščenje, ki naslovijo predhodno 
opredeljena regulativna vprašanja, 
- določiti specifikacije za protitelesa, da se zagotovi varnost uporabe, 
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- oblikovanje in izvedba kliničnega preizkušanja za določitev varnosti za humano 
uporabo. 
Študija opisuje razvoj celotnega proizvodnega procesa, v katerem so proizvedli 
HIV-nevtralizirajoče humano 2G12 protitelo v transgenem tobaku Nicotiana tabacum, ki je 
bil predviden kot ena od sestavin v mikrobicidni mešanici za preprečevanje okužb z virusom 
HIV (Ma in sod., 2015). 
Za željen učinek mikrobicida je bilo potrebno več miligramov tega protitelesa za vsako 
uporabo, zaradi česar se je proizvodnja v CHO-celicah izkazala za predrago in obenem bi to 
preseglo njene proizvodne zmogljivosti. Namreč da bi zadostili svetovnemu povpraševanju, bi 
bilo treba proizvesti več kot 1000 kg/leto, kar pomeni v primeru uporabe CHO-celic vsaj 25 
bioprocesov v 10.000 L bioreaktorju, če se privzame čas bioprocesa 14 dni, donose vsaj 5 g/L 
in 80 % končni izkoristek. Takšna proizvodnja se bi izkazala za predrago že v razvitem delu 
sveta, a če vključimo dejavnik, da je breme bolezni največje v Afriki, kjer je veliko 
povpraševanje po poceni protitelesih, je to torej možno rešiti le z uporabo poljščin v 
kmetijskem merilu, kot je bilo predvideno v humanitarnem projektu Pharma-Planta (Ma in 
sod., 2015). 
Površina zemlje, ki bi bila potrebna za dosego želene količine produkta, je odvisna predvsem 
od donosa na kilogram rastline. Povprečen izkoristek protitelesa 2G12 v projektu Pharma-
Planta je bil 10 g očiščenih protiteles na eno tono listov tobaka (Ma in sod., 2015). A kasneje 
se je izkazalo, da se lahko donos protiteles poveča tudi do več kot 1,5 kg na tono sveže 
biomase (Zischewski in sod., 2016). Če se torej privzame neko sredino (donos: 1 kg/tono 
biomase), bi bilo torej za proizvodnjo 1000 kg protiteles potrebno 1000 ton listov tobaka. Ker 
je tobak možno obrezati večkrat na leto, donosi listne biomase dosežejo do 100 ton/ha na leto 
(Tremblay in sod., 2010). Za pridelavo 1000 kg protiteles bi bilo torej potrebno gojenje le 
0,1 km2 rastlin, kjer bi bili stroški gojenja in obrezovanja, tudi v zaprtem prostoru, veliko nižji 
kot gradnja novega bioreaktorja in vodenja 25 zaporednih bioprocesov čez celo leto. 
7 PREHODNI EKSPRESIJSKI SISTEM 
7.1  PREHODNA TRANSFORMACIJA 
Prehodna ekspresija temelji na vnosu genov v rastline prek virusov ali bakterije 
Agrobacterium tumefaciens (oziroma kombinacije teh dveh pristopov). Pri tej metodi gre le za 
prehodno izražanje našega ciljnega proteina, saj rastlina ni stabilno transformirana (Fischer in 
Buyel, 2020). A v teh nekaj dneh izražanja se lahko akumulira visoke količine želenih 
proteinov, tudi več kot 2 g/ kg biomase v manj kot enem tednu (Zischewski in sod., 2016). 
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7.1.1  Transformacija z agroinfiltracijo 
Najpogosteje uporabljen prehodni sistem izražanja vključuje infiltracijo listov tobaka z 
A. tumefaciens. Čeprav se torej uporablja bakterijo A. tumefaciens, enako kot pri vzpostavitvi 
transgenih rastlin, se postopek razlikuje v tem, da medtem ko pri transgenih rastlinah ostane 
bakterija v stiku z rastlinskim tkivom, da se zagotovi čas za stabilno vstavljanje T-DNA in 
nato regeneracija transformiranih celic v cele rastline (pod selekcijskim pritiskom), se pri 
prehodnem sistemu uporablja injiciranje z brizgo (brez igle) ali vakuumsko infiltracijo 
rekombinantnih A. tumefaciens v medcelične prostore celic lista. Posledično se veliko število 
celic okuži in sprejme T-DNA, ki je premeščena v jedro. Stabilna integracija v tem postopku 
ni ključna, saj se geni na episomalni T-DNA izražajo nekaj dni, nato pa pride do naravne 
degradacije (Vaquero in sod., 1999; Fischer in Buyel, 2020). 
Številna podjetja, kot so Medicago (Kanada), iBio Biotherapeutics (predhodno imenovan 
Caliber Biotherapeutics) (ZDA) in Kentucky Bioprocessing (ZDA), so vzpostavila obsežne 
avtomatizirane platforme, ki temeljijo na agroinfiltraciji za prehodno izražanje produktov v 
tobaku (N. tabacum ali N. benthamiana) za proizvodnjo cepiv (Holtz in sod., 2015). 
7.1.2  Transformacija s pomočjo virusov 
Prehodno izražanje lahko temelji tudi na modificiranih rastlinskih virusih, ki nosijo gene za 
ciljni rekombinantni protein. Po inokulaciji rastlin z virusom ta sproži sistemsko okužbo, kar 
posledično povzroči produkcijo rekombinantnega proteina, dokler rastlina virusa ne odstrani 
oziroma dokler ne podleže okužbi (Fischer in Buyel, 2020). 
Da so premagali omejitve glede nizkih donosov, vprašanja varnosti glede širjenja v druge 
rastline in omejene velikosti tujega gena, ki ga virusni genom lahko prenaša, so zasnovali 
drugo generacijo virusnih ekspresijskih vektorjev – dekonstruirani virusi. Ti virusi vsebujejo 
le nujno potrebne virusne elemente, ki so potrebni za replikacijo vektorjev, drugi elementi, ki 
so odgovorni za širjenje v druge gostitelje, pa so bili odstranjeni (Gleba in sod., 2005). 
Zmanjšana velikost tako omogoča vstavljanje tudi večjih transgenov, obenem pa je bila 
ohranjena robustnost replikacije in transkripcije, kar pomeni, da je virus še vedno sposoben 
lokalnega širjenja (kar pomeni, da okuži do nekaj sto celic od mesta okužbe). Ker pa omejeno 
širjenje pomeni tudi manjše količine rekombinantnega proteina, so to rešili tako, da je virusni 
genom vnesen s pomočjo agroinfiltracije. Na ta način je neodvisno okuženo veliko število 
celic (več začetnih mest okužb), obenem pa virus ne more prehajati v druge rastline (Fischer 
in Buyel, 2020). 
Na osnovi dekonstruiranih vektorjev je bilo razvitih že več platform – Launch Vector sistem 
(razvito v podjetju Fraunhofer (ZDA)) in magnifekcija (razvito v podjetju Icon Genetics 
(Nemčija)) –, ki lahko dosežejo zelo visoke donose. (Fischer in Buyel, 2020). V naslednjem 
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odstavku bi na kratko le omenila metodo magnifekcije, ki izkorišča strategijo 
dekonstruiranega virusa in jo združuje z agroinfiltracijo. 
7.1.2.1  Magnifekcija 
Icon Genetics, nemško biotehnološko podjetje, je pod imenom MagnICON razvilo novo 
tehnologijo za proizvodnjo različnih cepiv s pomočjo rastline N. benthamiana. Metoda je bila 
razvita predvsem zaradi različnih varnostnih vprašanj glede uporabe nespremenjenih virusnih 
ekspresijskih vektorjev ter možnosti izgube transgena med širjenjem. Ta protokol združuje 
agroinfiltracijsko metodo z dostavo cDNA, ki kodira dekonstruirani virusni vektor, osnovan 
na virusu TMV (Gleba in sod., 2005). 
Ta tehnologija torej vključuje prednosti treh bioloških sistemov: bakterija A. tumefaciens 
prevzame (predhodno virusno) nalogo okuževanja celic, virusni vektor zagotavlja hitro in 
visoko ekspresijo, rastlinski sistem pa nam omogoča ustrezne posttranslacijske modifikacije 
pri nizkih stroških proizvodnje. Z izjemo razvoja vektorja in inkubacijskega časa je ta 
tehnologija zelo hitra, saj je sama inkubacija po infiltraciji zelo kratka (ponavadi okoli 10 
dni). Rezultati nakazujejo zelo visoke donose, do 5 g rekombinantnega proteina na kilogram 
sveže listne biomase in kar do 80 % celokupnih topnih proteinov rekombinantnih proteinov, 
kar lahko pripišemo uporabi virusnega vektorja (Gleba in sod., 2005). 
7.2  UPORABA PREHODNO TRANSFORMIRANIH RASTLIN V INDUSTRIJI 
Prvotno je bila alternativna proizvodnja bioloških produktov v rastlinah zasnovana tako, da bi 
se za izražanje proteinov uporabljale stabilno transformirane rastline. A s tem, ko so raziskave 
na tem področju napredovale do določanja farmacevtske učinkovitosti in kliničnih 
preizkušanj, je postajalo vse bolj jasno, da bodo dolgotrajni postopki, regeneracija rastlin in 
etični pomisleki glede tehnologije GMO predstavljali velike probleme. Rešitev se je pojavila 
v obliki prehodnih ekspresijskih sistemov, ki izkoriščajo rastlinske virusne vektorje, saj ne 
samo da so rastlinski virusi sposobni proizvesti visoke ravni tujega proteina pri nizkih 
stroških že nekaj dni po inokulaciji, ampak ima uporaba te tehnologije manj nasprotovanja s 
strani družbe (predvsem tistih, povezanih z GMO rastlinami). Sama nevarnost nezaželenega 
prenosa transgenega materiala v druge rastlinske vrste je zelo majhna. To posledično vpliva 
na manjše regulatorne zahteve in boljše javno sprejemanje te tehnologije. 
Ta pristop nam ponuja predvsem naslednje glavne prednosti: (i) z družbenega vidika pri tem 
sistemu uporabljamo rastline le kot substrat in nam jih ni treba uvrščati v gensko spremenjene 
organizme, (ii) možna uporaba različnih DNA-vektorjev in (iii) čas do proizvodnje v velikem 
obsegu je kratek (običajno v enem do dveh tednih po vstavljanju genov), kar je veliko hitreje 
kot s pomočjo stabilnih ekspresijskih sistemov, kjer lahko procesi nastajanja in izbire 
stabilnih transgenih rastlin trajajo do enega leta (Chen in sod., 2013). 
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Omembe vredna je tudi preprostost te tehnologije, saj ne zahteva dragih materialov in 
opreme. Liste rastlin se lahko infiltrira s pomočjo brizge brez igle ali pa vakuumske 
infiltracije. Pri tem nam uporaba vakuuma na industrijski ravni predstavlja prednost, saj nam 
zagotavlja hitrejši in bolj robusten sistem, ki prek avtomatizacije omogoča infiltracijo 
velikega števila rastlin v kratkem času (Chen in sod., 2013). 
Glavna razlika v primerjavi s stabilno transformiranimi rastlinami pa je ta, da se DNA-
spremembe ne dedujejo na potomstvo, kar je z vidika tveganja za okolje celo boljše, saj nam 
zagotavlja večjo biološko varnost. Vendar pri povečevanju proizvodnje lahko to postane 
omejujoči dejavnik. Namreč pri prehodnih sistemih se ne more ustvariti stabilne semenske 
linije, ki bi jo lahko uporabili za sejanje rastlin na večjih površinah, ko bi to povečanje bilo 
potrebno. Ravno zaradi tega se veliko pozornosti namenja razvijanju čim učinkovitejših 
načinov vnašanja transgenega materiala. Večji donosi in hitrejše kopičenje rekombinantnih 
proteinov nam omogočajo, da kljub omejevanju gojenja rastlin v rastlinjaku še vedno 
dosežemo stroškovno učinkovit postopek (Chen in sod., 2013). 
7.2.1  Optimizacija 
Poleg metode vnašanja transgena ima na variabilnost donosa rekombinantnih proteinov med 
serijami vpliv tudi samo fiziološko stanje rastlinskega materiala. Študije so pokazale, da imajo 
parametri, kot so temperatura, jakost svetlobe, vrsta gnojila, starost rastline ob inokulaciji in 
inkubacijski čas po infiltraciji, kritični pomen za optimalno rast rastline in ekspresijo 
proteinov (Lai in Chen, 2012). 
Ker se za proizvajanje rekombinantnih proteinov pogosto uporablja Nicotiana benthamiana, 
so se izvedle številne raziskave, s katerimi so želeli določiti optimalne parametre za njeno 
uporabo. Ugotovili so, da rastline, ki so izpostavljene naravni svetlobi, proizvedejo veliko več 
listne biomase, a je sam donos rekombinantnih proteinov iz te biomase manjši kot pri 
rastlinah, ki so bile izpostavljene umetni svetlobi. Poleg tega so nadaljnje raziskave nakazale, 
da so optimalni pogoji za gojenje rastlin vrste Nicotiana benthamiana 16 ur svetlobe in 8 ur 
teme pri 25 ±0,5 °C pod umetno svetlobo. Obenem poročajo, da so za inokulacijo 
najprimernejše šest tednov stare rastline, saj so toliko stare rastline že akumulirale dovolj 
biomase ter so zmožne konsistentno proizvajati visoke donose tarčnih proteinov. Medtem ko 
imajo rastline, starejše od šest tednov, res več biomase, se težava pojavi pri tem, da je v njih 
že začel potekati razvoj cvetov, kar ovira kopičenje rekombinantnih proteinov. Poleg tega so 
lahko starejše rastline previsoke za infiltracijsko komoro in rast na policah, ki so zaradi 
ekonomične porabe prostora postavljene zelo blizu ena druge. Šest tednov mlade rastline nam 
torej zagotavljajo najbolj optimalno razmerje med biomasnim donosom, akumulacijo 
proteinov, optimalno izrabo prostora in enostavnostjo agroinfiltracije. Omenjeni parametri so 
bili razviti za agroinfiltracijo Nicotiana benthamiana in uporabo tehnologije MagnICON. 
Seveda če se uporabljajo druge rastlinske vrste ali ekspresijski vektorji, je treba parametre 
ustrezno optimizirati (Lai in Chen, 2012). 
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Kljub številnim prednostim uporabe tobaka in njegovega bližnjega sorodnika N. benthamiana, 
kot so hitri in visoki donosi listne biomase, možnost uporabe agroinfiltracije ter do danes že 
veliko razvitih ekspresijskih vektorjev, se vseeno raziskuje uporabo tudi drugih rastlinskih 
vrst. Namreč težava se pojavi v tem, da tobak vsebuje visoke koncentracije toksičnih 
alkaloidov in fenolnih spojin, kar lahko oteži čiščenje. Ena od rastlin, ki se jih zato proučuje, 
je tudi solata (Lactuca sativa), saj lahko enako kot tobak ustvari visoke količine biomase, a 
prednost se pojavi v tem, da proizvaja zanemarljivo majhne količine fenolnih spojin in 
alkaloidov, kar posledično olajša postopke čiščenja (Lai in sod., 2012). 
Raziskava, v kateri so v solati proizvajali monoklonska protitelesa proti virusu ebole, je 
potrdila, da je to potencialno primeren vir za proizvodnjo terapevtskih protiteles, saj poleg 
visokih donosov ni potrebnih nobenih dodatnih korakov za odstranjevanje sekundarnih 
metabolitov. Dodatna prednost pa je tudi ta, da se solato že množično prideluje v 
komercialnih rastlinjakih in sta torej tehnologija in infrastruktura za proizvodnjo in obdelavo 
biomase že vzpostavljeni, kar nam potencialno omogoča dostop do neomejenih količin poceni 
rastlinskega materiala (Lai in sod., 2012). 
7.3  PRIMER: ZMAPP IN VIRUS EBOLA 2014  
Izredna vrednost hitrosti prehodnega ekspresijskega sistema se je pokazala pri proizvodnji 
zdravila ZMapp, ki je mešanica treh monoklonskih protiteles, ki ga je podjetje Leaf 
Biopharmaceutical (veja podjetja Mapp Biopharmaceutical (ZDA)) razvilo za zdravljenje 
virusa ebole (Qiu in sod., 2014). 
Izbruhi virusa ebole so bili v preteklosti omejeni na eno državo in so ostali pod nadzorom 
domačih zdravstvenih organizacij. V letih 2014 in 2015 pa je v zahodni Afriki prišlo do 
največjega izbruha virusa ebole v zgodovini (Martinez in sod., 2015). V zgodnjih raziskavah 
je podjetje Mapp Biopharmaceutical (ZDA) razvilo eksperimentalno zdravilo MB-003, 
podjetje Defyrus (Kanada) pa ZMab. Obe mešanici sta vsebovali po tri edinstvena 
monoklonska protitelesa. V prizadevanju za optimizacijo sestave mešanice monoklonskih 
protiteles, ki bi vsebovala le najzmogljivejše epitope za zaviranje razmnoževanja virusa, sta se 
podjetji povezali in oblikovali eksperimentalno zdravilo ZMapp, sestavljeno iz treh 
humaniziranih monoklonskih protiteles (protitelo c13C6 iz MB-003 in protitelesi m2G4 in 
m4G7 iz ZMab), ki je bilo leta 2014 odobreno za humano uporabo med izbruhom bolezni v 
zahodni Afriki (Zhang in sod., 2014; Qiu in sod., 2014). 
Edinstvenost tega zdravila je bila predvsem ta, da so bila protitelesa proizvedena v rastlini – 
Nicotiana benthamiana. Mapp Biophamaceuticals (ZDA) je za proizvajanje zdravila ZMapp 
najelo podjetje Kentucky BioProcessing (ZDA), ki ima zgrajen proizvodni obrat, ki upošteva 
vsa načela dobre proizvodne prakse, za proizvodnjo monoklonskih protiteles v 
N. benthamiana (Zhang in sod., 2014). Zmožnost gojenja v zaprtih nadzorovanih pogojih, 
visoki donosi in hitro razširljiv postopek ter uspeh zdravila ZMapp je bil uspešen primer 
Novak A. Uporaba rastlin za proizvodnjo biofarmacevtskih protiteles. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
14 
 
uporabe rastlinskih sistemov, ki je še povečal zanimanje za uporabo rastlinskih platform za 
ekspresijo rekombinantnih proteinov na komercialni ravni. 
8 PRIMERI UPORABE 
Od prvega terapevtskega proteina, ki je bil izražen v rastlinah pred več kot tremi desetletji, so 
rastlinske platforme dozorele in na trg ponudile številne rastlinsko proizvedene farmacevtske 
izdelke tako za zdravljenje ljudi kot živali. Izmed raznolikih terapevtskih beljakovin so 
protitelesa med najbolj priljubljenimi, saj imajo velik potencial za zdravljenje številnih 
bolezni – od rakastih in avtoimunskih obolenj do nalezljivih bolezni (Juarez in sod., 2016). 
V nadaljevanju bom opisala le nekaj primerov, ki nakazujejo potencial uporabe rastlinske 
platforme za proizvodnjo protiteles na industrijski ravni. 
8.1  KARIES – CaroRx 
CaroRx je bilo prvo monoklonsko protitelo, proizvedeno v transgenih rastlinah tobaka 
(N. tobacum). Specifična vezava na glavnega ustnega patogena, Streptoccocus mutans, 
omogoča zaviranje nastanka plakov, zaradi česar se CaroRx trži kot medicinski pripomoček 
za lokalno uporabo za preprečevanje zobnega kariesa (Larrick in sod., 1998). 
V zgodnjih poskusih so dokazali, da topična uporaba protiteles proti S. mutans preprečuje 
kolonizacijo umetno vstavljenih sevov S. mutans, kot tudi naravno rekolonizacijo tega seva. 
Poskusi so pokazali, da je zaščita pred ponovno kolonizacijo S. mutans trajala kar dve leti, 
čeprav so monoklonska protitelesa nanašali le tri tedne in funkcionalna protitelesa je bilo 
možno zaznati le do tri dni po zadnji aplikaciji. Dolgotrajna zaščita torej ni zaradi obstoja 
protiteles na zobeh, ampak najverjetneje kot posledica spremembe mikrobnega ravnovesja 
(druge bakterije so zasedle ekološko nišo, ki jo je prej zasedal S. mutans, kar je za posledico 
imelo dolgotrajno odpornost na S. mutans) (Larrick in sod., 1998). 
8.2  ŠIROKO NEVTRALIZIRAJOČA PROTITELESA VRCO1 PROTI OKUŽBI Z 
VIRUSOM HIV-1 
Kljub počasi upadajoči incidenci globalnih okužb z virusom HIV v zadnjih nekaj letih se s 
tem virusom še vedno na novo okuži približno 1,7 milijona ljudi na leto (UNAIDS, 2019). 
Široko nevtralizirajoča protitelesa so znana po tem, da so sposobna blokirati okužbo številnih 
različnih sevov določenega virusa, zato se jih pogosto uporablja kot način zaustavljanja 
prenosa virusa HIV-1. S pomočjo vektorja, ki so ga ustvarili na osnovi virusa TMV, so 
naredili široko nevtralizirajoča protitelesa, znana pod imenom VRCO1 proti HIV-1. Ker pa je 
proizvajanje protiteles na industrijski ravni v sesalskih celičnih kulturah lahko drag proces, so 
se odločili za gostitelja vektorja TMV uporabiti Nicotiana benthamiana. S testom ELISA so 
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pokazali, da je bila akumulacija protiteles VRC01 največja pet do sedem dni po 
agroinfiltraciji, z donosi 150 mg protiteles na kilogram sveže biomase. V nadaljnjih testiranjih 
so dokazali, da imajo protitelesa VRC01, ki so bila proizvedena v rastlinah, skoraj identično 
sposobnost nevtralizacije virusa HIV-1 kot tista, ki jih proizvede človeška celica. Obenem so 
raziskali njihovo potencialno uporabo kot del mikrobicidne mešanice in dokazali, da imajo 
sinergistično delovanje z drugimi mikrobicidnimi kandidati (Hamorsky in sod., 2013). 
8.3  PERORALNA APLIKACIJA RASTLINSKEGA TKIVA 
Čeprav se rastlinski sistemi ponašajo z nizkocenovno proizvodnjo, stroški čiščenja pogosto 
pokrivajo do 80 % vseh stroškov. Številni listi, plodovi in semena rastlin so užitni, zaradi 
česar je prišlo do ideje, da bi se zaščitna protitelesa proizvajalo kar v določenih delih rastlin, 
ki bi lahko nato bili na voljo za peroralno uporabo brez potrebe po dragih postopkih čiščenja 
(Juarez in sod., 2016). 
Ekonomičen pristop tega koncepta je še posebej zanimiv za zdravljenje bolezni, kjer so 
potrebni visoki odmerki protiteles. Užitna rastlinska tkiva bi se lahko cela varno uživala, 
zaradi česar je to idealna platforma za proizvodnjo gastrointestinalnih učinkovin, namenjenih 
oralni uporabi. Prednosti so številne: letno in lokalno gojenje rastlin bi znižalo stroške (kot so 
prevoz na daljše razdalje, embalaža, medicinsko osebje), manjša verjetnost okužb prek 
uporabe igel ter v primeru semen (zaradi nižje vsebnosti vode) je te možno hraniti tudi več let, 
ne da bi protitelesa izgubila učinkovitost (Juarez in sod., 2016). 
Zavedati pa se je treba tudi določenih slabosti, kot so: težko zagotavljanje učinkovite 
absorpcije v krvni obtok, težave pri nadzoru odmerjanja, nihajoče koncentracije odmerkov 
med sadeži in razvoj alergije na rastlino. Da bi te težave odpravili, so opustili idejo o 
neposrednem uživanju sadja in začeli razmišljati v smeri uporabe posušenih ali pa delno 
očiščenih formulacij, kjer bi bilo odmerke možno standardizirati (Tokuhara in sod., 2013). To 
bi bilo zmožno doseči prek liofilizacije rastlinskih celic, za kar se je odločilo tudi podjetje 
Protalix Biotherapeutics (Izrael), ki je liofiliziralo celice korenja, ki je izražal protitelesa 
OPRX-106 (rekombinantni humani TNF-receptor II, povezan na IgG1 Fc domeno), ki 
inhibira TNF alfa. Zaradi celulozne celične stene, ki je odporna na razgradnjo, lahko prek 
oralne administracije OPRX-106 pride do črevesja, kjer deluje lokalno. Leta 2018 je bila 
opravljena klinična faza II za zdravljenje ulceroznega kolitisa (ProtaliX Biotherapeutics, 
2018). 
8.4  DARPA  
Leta 2007 je Agencija za napredne raziskovalne projekte na področju obrambe (angl. 
DARPA) financirala razvoj pilotnega obrata Fraunhofer (ZDA) za proizvodnjo 
biofarmacevtskih učinkovin v Nicotiana benthamiana s pomočjo vakuumske agroinfiltracije. 
Obrat je bil zasnovan s sposobnostjo predelave 100 kg rastlinske biomase na serijo. Prvotni 
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namen tega projekta je bil dokazati izvedljivost uporabe rastlinskega sistema in potencialno 
hitrost izdelave cepiv ali drugih bioloških učinkovin v primeru epidemij (Holtz in sod., 2015). 
Leta 2009 je DARPA na podlagi uspešnosti predhodnega projekta potrdila rastlinsko 
platformo kot primerno za hitro in nizko cenovno proizvodnjo bioterapevtskih učinkovin, ki 
bi bile potrebne za nacionalno varnost. Posledično je DARPA financirala razvoj še treh 
dodatnih obratov: Kentucky BioProcessing (ZDA), Medicago (Kanada) in Caliber 
Biotherapeutics (ZDA) (Holtz in sod., 2015). 
8.4.1  Caliber Biotherapeutics 
Caliber Biotherapeutics je bil zadolžen za izgradnjo avtomatiziranega obrata, ki bi uporabljal 
hidroponiko in tako izključil možne kontaminacije zaradi uporabe zemlje. Naloga podjetja je 
bila pokazati, da lahko rastlinski sistemi delujejo kot robustne platforme, ki lahko z nizkimi 
stroški zagotovijo dovolj velike količine cepiv proti pandemijam, ki jih povzročajo novi sevi 
(Holtz in sod., 2015). 
Leta 2011 je bil objekt zgrajen in to na način, ki omogoča povečanje proizvodnje biomase ene 
serije s 3500 kg na 7000 kg, saj je kapaciteta obrata gojenje več kot štiri milijone 
N. benthamiana rastlin naenkrat. Sistem je zmožen stroškovno učinkovite proizvodnje do več 
kot 150 kg očiščenega produkta na leto. Poleg tega pa je zmogljivost obrata možno tudi 
povečati, preprosto prek dodajanja dodatnih prostorov za gojenje rastlin (Holtz in sod., 2015). 
Del objekta Caliber Biotherapeutics je tudi razvoj procesa za proizvodnjo in karakterizacijo 
monoklonskih protiteles v pilotnem merilu. Ta je zmožen proizvesti 12–14 kg biomase na 
teden, a ker je zgrajen kot resnična pomanjšana različica proizvodnega obrata, to omogoča 
hiter prenos na industrijsko raven. V pilotnem merilu so izrazili že več kot 17 monoklonskih 
protiteles in donosi so bili med 100 in 650 mg/kg rastlinske biomase. Med drugim so izrazili 
tudi monoklonska protitelesa proti virusu gripe in proti virusu denga, kjer so donosi, brez 
optimizacije, dosegali 300 mg/kg rastlinske biomase (Holtz in sod., 2015). 
8.5  SARS-CoV-2 
Akutni respiratorni sindrom koronavirus 2 (SARS-CoV-2) je nov potencialno smrtonosen 
koronavirus, ki je decembra 2019 v Wuhanu na Kitajskem izbruhnil in v kratkem času 
ustvaril svetovno pandemijo (COVID-19). Države so izdale nacionalne ukrepe, s katerimi so 
želele upočasniti širjenje okužbe in tako zmanjšati pritisk na zdravstveno osebje in njihova 
sredstva, obenem pa so želeli pridobiti na času za raziskovalce, ki poskušajo razviti reagente 
za odkrivanje virusa ter učinkovite kandidate za cepiva (pasivno imunoterapijo) (Capell in 
sod., 2020). 
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Biofarmacevtska družba Medicago (Kanada) je eno od vodilnih podjetij na področju 
rastlinske tehnologije. Le 20 dni po pridobitvi genetskega zapisa SARS-CoV-2 so sporočili o 
uspešnem cepivu, ki ga proizvajajo s pomočjo prehodne transformacije v Nicotiana 
Benthamiana in je trenutno že v prvi fazi kliničnega testiranja (Vermes, 2020). Medicago 
poleg tega sodeluje z Raziskovalnim centrom za nalezljive bolezni Univerze Laval, ki ga vodi 
dr. Gary Kobinger, ki je pomagal tudi pri razvijanju cepiva proti virusu ebole, in razvija 
protitelesa, ki bi se lahko uporabljala za zdravljenje že okuženih ljudi (Keown, 2020). 
Del mednarodnega prizadevanja je torej tudi razvoj protiteles, tako za cepiva kot v 
diagnostične namene, s pomočjo rastlinskih sistemov. Hitrost in cenovna dostopnost 
prehodnega izražanja v rastlinah bi lahko rešila problem glede pomanjkanja in bila zmožna 
hitro povečati obseg proizvodnje na industrijsko raven, obenem pa bi pridelovanje v 
dolgoročne namene dopolnili s proizvodnjo v transgenih rastlinah. Učinkovitost pristopa z 
rastlinskimi platformami je prej omenjeno podjetje Mapp Biopharmaceutical že dokazalo v 
primeru izbruha Zaire ebola virusa v zahodni Afriki leta 2014 (Capell in sod., 2020). 
Še vedno prisotna pandemija COVID-19 je torej ostro opozorilo, kako lahko globalizacija in 
dostopnost potovanj po vsem svetu privedeta do hitrega širjenja in težkega zaustavljanja 
nalezljivih bolezni. Zato je še toliko bolj pomembno, da se razvije stroškovno učinkovite 
platforme za izdelovanje farmacevtskih učinkovin na komercialni ravni, tako za sedanjo 
pandemijo kot za pripravo na naslednje izbruhe. 
9 ZAKLJUČEK  
Kljub temu da se rastlinski sistem že zadnja tri desetletja predstavlja kot alternativni 
stroškovno učinkovit sistem, industrija še vedno ni naredila preklopa ter raje daje prednost 
standardiziranim celičnim tehnologijam, v katere so skozi zadnja desetletja vložili velike 
naložbe. Tako je tudi po obdobju velikega navdušenja nad to tehnologijo ta panoga prešla bolj 
v tržno nišo in se je nehala osredotočati na premik obstoječih tehnologij, kot so celice CHO. 
Tam bi verjetno tudi ostala, če ne bi prišlo do razvoja in izrazitega izkoriščanja prednosti 
rastlin. 
Poleg osnovnih prednosti, kot so cenejša proizvodnja (manjši stroški obratovanja, nižje 
začetne naložbe), zmožnost ustreznih posttranslacijskih modifikacij, sposobnost hitre 
razširitve obsega, večja varnost (odsotnost sesalskih patogenov) itd., pa so nedavni napredki 
na področju glikoinženirstva in razvoj dekonstruiranih virusov prinesli protitelesa z 
izboljšanim glikozilacijskim vzorcem, ki lahko zagotavljajo boljšo stabilnost in učinkovitost 
ter hitre in visoke donose učinkovin, kar je izjemnega pomena v primeru potencialnih 
pandemij. 
Vseeno pa je potreben nadaljnji razvoj in opredelitev nekaterih točk: (i) določitev ustreznih 
rastlinskih vrst za vzpostavitev industrijskih standardov ter (ii) opredelitev najprimernejše 
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oblike gojenja. Kot prvo točko sem navedla določitev rastlinskih vrst za uporabo v 
industrijske namene in posledično postavitev standardov. Kot so pri sesalskih celicah CHO-
celice in pri bakterijskih celicah Escherichia coli nek zlati standard, je treba enako narediti 
tudi pri rastlinah. Rastlinska raznolikost je velikokrat predstavljena kot velika prednost te 
tehnologije, a pogosto v industriji povzroča le zmedo. Namreč če se raziskovalci osredotočajo 
na različne vrste, ne more priti do koncentracije virov in inovacij ter standardizacije in vseh 
njenih ekonomskih in regulatornih koristi. Zato bi bilo bolje, da se industrija osredotoči le na 
nekaj vrst in postavi dobro okarakterizirane platforme. 
Poleg tega menim, da je ključnega pomena tudi določitev najprimernejše oblike gojenja – 
rastlinjaki ali gojenje na prostem. Ali se bo torej osredotočalo na čim večjo zmožnost 
zadrževanja transgenega materiala ali na čim bolj stroškovno učinkovito proizvodnjo? 
Gojenje na prostem je težko premagati v smislu stroškovne učinkovitosti in obenem rastline 
običajno bolje uspevajo v njihovem naravnem okolju. Seveda pa so te prednosti uravnotežene 
z dodatnimi tveganji, kot so škodljivci, paraziti, dodatno čiščenje (odstranjevanje žuželk, 
ptičjih iztrebkov), antropogeno onesnaževanje, nepredvidljivi okoljski pogoji in posledično 
težka ponovljivost. Na drugi strani pa imamo rastlinjake, ki zahtevajo večje začetne naložbe, 
vendar prednost, kot je možnost nadzorovanja in kontroliranja pogojev, omogoča 
prilagodljivo in ponovljivo gojenje. Obenem se lahko kasneje standardne rastlinjake 
nadomesti s popolnoma avtomatiziranimi računalniško vodenimi stroji, kar bi omogočilo, da 
bi med proizvodnjo s pomočjo povratnih informacij nadzorovali in spreminjali vse pomembne 
dejavnike (zdravje in morfologijo rastlin, sestavo hranil v zemlji, jakost osvetlitve, 
temperaturo, ozračje). 
Treba pa je opredeliti tudi prednosti in slabosti različnih načinov transformacije rastlin – 
stabilna ali prehodna transformacija – ter se odločiti, katera je bolj primerna za proizvodnjo na 
industrijski ravni. Trenutno so postopki prehodne transformacije nekoliko bolj razviti, kar 
lahko pripišemo kratkemu časovnemu obdobju do proizvodnje v velikem obsegu, visoki 
ekspresiji rekombinantnih proteinov in možnosti proizvajanja več različnih protiteles v enem 
rastlinjaku, medtem ko transgene rastline zaradi dolgotrajnega postopka vzpostavitve stabilne 
transgene in nato semenske linije zahtevajo dolgo časovno obdobje, ki ga v industriji pogosto 
ni.  
Dosedanji razvoj tehnologije je torej močno olajšal realizacijo, da bodo rastlinske platforme 
uporabljene kot alternativa že obstoječim ekspresijskim sistemom. Z vsakih uspešnim 
primerom uporabe rastline postajajo vedno bolj prepoznavne kot pomemben gostitelj za 
proizvodnjo komercialnih farmacevtskih učinkovin in mogoče bo nekoč to postala celo 
prednostna platforma.  
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